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Resumo

As doencas pulmonares intersticiais com fendétipo fibrosante progressivo (DPIs-FP) compreendem um
grupo heterogéneo de doencas pulmonares associadas a alta morbilidade e mortalidade. Entre os DPIs-
FP estao a fibrose pulmonar idiopatica (FPI) e apneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrdtica, a genética
do hospedeiro e diferentes gatilhos ambientais desencadeiam uma resposta imunoldgica nao controlada
que pode culminar numa fibrose autossustentada. O polimorfismo de nucleétido tinico rs35705950 do
gene MUC5B é a variante genética comum associada a maior risco de desenvolvimento de FPI. Neste
trabalho caracterizamos o papel desta variante no desenvolvimento das DPIs-FP, nomeadamente, da PH
fibrética e, como grupo comparador, da FPI. Observamos que nanossa coorte a frequéncia do alelo menor
estd drasticamente aumentada em pacientes com FPI e PH fibrética. Adicionalmente, a expressao da
proteina MUC5B estd aumentada no parénquima pulmonar. Surpreendentemente, nos casos de PH
fibrética este aumento parece ser ainda mais acentuado nos individuos portadores do alelo menor,
associando, também, a um aumento da frequéncia de macréfagos no lavado broncoalveolar. A nossa
extensa coorte de doentes permite-nos aprofundar a caracterizacao destas patologias de forma a
descodificar vias fibroproliferativas comuns e potenciais scores de risco que nos ajudem a, precocemente,

identificar um paciente com capacidade de progressao.

Palavras-chave: Doenca pulmonar intersticial; pneumonite de hipersensibilidade; fibrose pulmonar

idiopatica; MUC5B; macrdfagos alveolares.
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Abstract

Progressive fibrosing ILDs (PF-ILDs) comprise a heterogeneous group of lung diseases associated with
high morbidity and mortality. PF-ILDs include idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) and fibrotic
hypersensitivity pneumonitis (HP), involving complex interactions between host genetics and different
environmental triggers, shaping the immune milieu that ultimately drives the fibrotic cascade in a
susceptible patient. MUC5B single nucleotide polymorphism (SNP) rs35705950 is the common genetic
variant associated with the highest risk of developing IPF. The main goal of this study is to characterize
the role of the rs35705950 SNP in the common molecular pathways linked to PF- ILDs, namely in fibrotic
HP, comparing with IPF patients. So far, we observed a dramatically increased in the frequency of GT and
TT genotypes in IPF and fibrotic HP in comparison with healthy controls. Additionally, increased MUC5B
protein expression in lung is observed in IPF and fibrotic HP patients. Interestingly, fibrotic HP T-allele
carriers seems to have even higher levels of MUCSB protein than GG patients, linked to an increased
frequency of macrophages in bronchoalveolar lavage fluid. With this methodology we hope to unveil the
shared pathways between IPF and fibrotic HP to improve the prognosis and patients’ quality of life of

patients.

Keywords: Interstitial lung disease; hypersensitivity pneumonitis; idiopathic pulmonary fibrosis; MUCSB;

alveolar macrophages.

Vi



indice

1. Doencas Pulmonares Intersticiais 1
1.1. DPI com fenétipo fibrosante progressivo 2
1.2. Fibrose pulmonar idiopatica 5
1.3. Pneumonite de hipersensibilidade 6
1.4. Predisposicao genética —importancia do gene MUC5B nas DPIs 9
1.5. Contextualizacao e objetivo n

2. Metodologia 12
2.1. Participantes e desenho do estudo 12
2.2. Implicacdes Eticas e legais 13
2.3. Colheita de amostras bioldgicas e contagem celular no LBA 13
2.4. Extracao de DNA e genotipagem da variante na regidao promotora do gene MUC5B (SNP

rs35705950) 13
2.5. Imunohistoquimica 14
2.6. Quantificacao da area positiva para MUC5B 14
2.7. Andlise estatistica 14

3. Resultados 15

3.1. Pneumonite de hipersensibilidade é a patologia com maior incidéncia na coorte de pacientes do
FIBRALUNG 15

3.2. Afrequéncia das diferentes populagdes de células imunes em lavados broncoalveolares de
pacientes com PH fibrética e FP1 é comparavel 16

3.3. Frequéncia do alelo menor do SNP rs35705950 encontra-se aumentada em doentes com
pneumonite de hipersensibilidade fibrética 17

3.4. MUC5B apresenta expressao aumentada em doentes com FPI e PH fibrética 19

3.5. Estratificacao dos doentes com PH fibrética de acordo com o seu gendtipo para o SNP
rs35705950 revela uma possivel funcao dos macréfagos no desenvolvimento/manutencao da

doenca.. 20
4. Conclusao e perspetivas futuras 25
5. Referéncias Bibliogrdficas 26
Anexos 30
Anexo |: Poster apresentado no | Congresso BioMedLab, marco de 2023, Porto 31

Anexo Il: Poster apresentado na 162 edicao do Encontro de Investigacao Jovem da U. Porto (1JUP), maio
de 2023, Porto 32

Vil



indice de Figuras

Figura 1. Classificacao das doencas pulmonares intersticiais proposta pela European Respiratory Society

(ERS) conjuntamente com a American Thoracic Society (ATS) 1

Figura 2. Representacao esquemadtica de doencas pulmonares intersticiais que podem desenvolver um

fendtipo fibrosante progressivo durante o curso da doenca 3

Figura 3. Mecanismos envolvidos na patogénese e progressao das doencas pulmonares intersticiais com

fendtipo progressivo fibrosante 4
Figura 4. Imunopatogénese da pneumonite de hipersensibilidade. 8
Figura 5. Comparacao entre a fibrose pulmonar idiopatica e a pneumonite de hipersensibilidade................. 9

Figura 6. Espectro de variantes genéticas conhecidas associadas a um o risco aumentado de desenvolver

FPI e as suas frequéncias alélicas relativas e efeito 10

Figura 7. Caracterizacao da amostragem em estudo 12

Figura 8. Distribuicao, de acordo com o diagndstico, dos pacientes incluidos na coorte FIBRALUNG........16
Figura 9. Populacdes celulares presentes no lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes com pneumonite
de hipersensibilidade (PH) fibrética e fibrose pulmonar idiopdtica (FPI) apresentam uma distribuicao

semelhante 17

Figura 10. SNP rs35705950 da regiao promotora do gene MUC5B estd associado com a incidéncia de

fibrose pulmonar idiopdtica e de pneumonite de hipersensibilidade fibrdtica 18

Figura 11. Expressao da proteina MUC5B encontra-se muito aumentada no tecido pulmonar de doentes
com fibrose pulmonar idiopatica (FPI) e pneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrética..............ccooccee. 20

Figura 12. Expressao de MUC5B aumentada em pacientes com pneumonite de hipersensibilidade (PH)

fibrdtica portadores do alelo T 22
Figura13. Individuos portadores de alelo T possuem um aumento da frequéncia de macréfagos no lavado

broncoalveolar (LBA) 24




Lista de abreviaturas

APCs: Células apresentadoras de antigénios

ATS: American Thoracic Society

BSA: Albumina sérica de bovino

CTD-ILDs: Doenca pulmonar intersticial associada a doenca do tecido conjuntivo
CVF: Capacidade vital forcada

DAB: 3, 3'-Diaminobenzidina

DPI: Doenca pulmonar intersticial

DPI-FP: Doenca pulmonar intersticial fibrosante progressiva
EDTA: Acido etilenodiamino tetra-acético

EMA: European Medicines Agency

ERS: European Respiratory Society

FDA: Food and Drug Administration

FPI: Fibrose pulmonar idiopdtica

g/f PF: Fibrose pulmonar familiar

IFNy: Interferao gama

IL: Interleucina

Insip: Pneumonia intersticial idiopatica inespecifica

IPAF: Doenca pulmonar intersticial secundarias as doencas autoimunes
IRS: Japanese Respiratory Society

LAM: Linfangioleiomiomatose

LATA: Latin American Thoracic Association

LBA: Lavado broncoalveolar

MHC: Complexo principal de histocompatibilidade

MUC5B: Mucina 5B

PH: Pneumonite de hipersensibilidade

PRR: Recetores de reconhecimento padrao

SD: Desvio padrao

SNP: Polimorfismo de nucleétido unico

TCAR: Tomografia computadorizada de alta resolucao

ulLD: Doenca pulmonar intersticial inclassificavel

UIP: Pneumonia intersticial usual



1. Doencas Pulmonares Intersticiais

As doencas pulmonares intersticiais (DPIs) compreendem um grupo heterogéneo de distirbios
pulmonares parenquimatosos difusos, que se sobrepdem nas suas apresentacoes clinicas e padrdes de
lesao pulmonar, associadas a uma elevada taxa de morbilidade e mortalidade (1, 2). Compreendem um
grupo de mais de 200 doencas pulmonares, sendo a maioria classificada como rara. Compartilham
multiplas caracteristicas clinicas e fisiopatoldgicas, no entanto a sua etiologia e prognéstico podem ser
diversos (3-5).

Em 2002, a European Respiratory Society (ERS) conjuntamente com a American Thoracic Society (ATS),
propuseram uma classificacao para as DPIs, sendo estas divididas em quatro grupos principais de acordo

com o adaptado na Figura1(6).
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pulmul nar
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Causa conhecida Pneumonias Intersticiais Granulomatosas Outras formas de DPI
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Figura 1. Classificacdao das doencas pulmonares intersticiais proposta pela European Respiratory Society (ERS)
conjuntamente com a American Thoracic Society (ATS). Adaptado de (6). Classificacdo das doencas pulmonares intersticiais
(DPIs) tendo em conta a sua etiologia, caracteristicas e outras formas inclassificaveis. PH: pneumonite de hipersensibilidade;
LAM: linfangioleiomiomatose.

Neste grupo de doencas, a fibrose pulmonar idiopética (FPI), a sarcoidose, a pneumonia intersticial
idiopatica e a pneumonite de hipersensibilidade (PH) sdo responsaveis pela maioria dos casos de DPI (7).
Os fatores de risco associados a estas patologias sao mudltiplas e incluem fatores géneticos,
predisposicao a outras doencas, exposicoes ambientais e outras causas desconhecidas e de contextos

etioldgicos ainda pouco esclarecidos (1).



As manifestacdes clinicas sao geralmente inespecificas, incluindo tosse, dispneia progressiva e
hipoxemia arterial (3). O facto da sintomatologia ser inespecifica dificulta o diagndstico diferencial, sendo
necessdrio uma andlise e discussao multidisciplinar com recurso a parametros clinicos, funcionais,
radioldgicos e, muitas vezes, histopatoldgicos (8, 9). A imagiologia é uma ferramenta fundamental na
detecao precoce, diagndstico e monitorizacao das DPIs. A tomografia computadorizada de alta resolucao
(TCAR) do tdrax é considerada uma técnica essencial para o processo de diagndstico e seguimento,
permitindo a obtencao de imagens altamente detalhadas (10-12). A principal caracteristica observada nas
DPIs, consiste na presenca de infiltrado pulmonar difuso observado nos exames de imagioldgicos, que é
evidente em pelo menos 90% dos pacientes (13).

Relativamente a sua prevaléncia, esta nao estd bem elucidada, uma vez que existe uma grande
heterogeneidade no diagndstico clinico final. No entanto, estima-se que a prevaléncia global das doencas
pulmonares intersticiais seja de até 76,0 casos por 100.000 pessoas na Europa e 74,3 casos por 100.000

nos Estados Unidos (14).

1.1. DPI com fendétipo fibrosante progressivo

As doencas pulmonares intersticiais apresentam uma vasta amplitude de fendétipos desde unicamente
inflamatdrias e, pelo menos até certa extensao, reversiveis, até a manifestacao de um perfil fibrético,
estabelecido, e com grande impacto na funcao e declinio das trocas gasosas (4, 15). A presenca de fibrose
é muitas vezes usada como um indicador de progressao da doenca e esta associada a pior progndstico
(3). A fibrose do parénguima pulmonar pode progredir de forma autossustentada levando a uma
deterioracao da funcao pulmonar, agravamento dos sintomas respiratdrios e impacto na qualidade de
vida, aumentando o risco de morte precoce (16, 17).

A terminologia recentemente utilizada para descrever pacientes com DPI que podem apresentar fenétipo
fibrosante progressivo é "DPI fibrosante progressiva (DPI-FP)” (4). Esse fendtipo é definido como uma
sindrome clinica que partilha caracteristicas genéticas e patofisioldgicas com a fibrose pulmonar
idiopatica (4) que é por definicao uma doenca fibrosante progressiva. Estas patologias caracterizam-se
por um rdpido e progressivo agravamento dos sintomas respiratdrios, declinio da funcao pulmonar,
resisténcia a terapias imunomoduladoras, diminuicao de qualidade de vida e mortalidade precoce (3,18).
Certos tipos de DPIs, além da FPI, apresentam maior probabilidade de desenvolver um fenétipo
progressivo durante o curso da doenca, tais como a pneumonia intersticial idiopatica inespecifica, DPIs
inclassificavel, DPIs secunddrias as doencas autoimunes, pneumonite de hipersensibilidade, fibrose

pulmonar familiar, entre outras identificadas na Figura 2 (3, 19).
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Figura 2. Representacdo esquematica de doengas pulmonares intersticiais que podem desenvolver um fendtipo fibrosante
progressivo durante o curso da doenca (1). A percentagem de casos dentro de cada classe de doenca pulmonar intersticial que
apresenta este fendtipo esta delimitada pelas linhas tracejadas a vermelho, sendo a fibrose pulmonar idiopatica o protdtipo da
doenca pulmonar fibrosante progressiva, apresentando, na totalidade dos casos, um curso fibrético progressivo. Em parte, as
restantes patologias podem ou ndo ser continuamente fibréticas progressivas. IPF: fibrose pulmonar idiopatica; Chronic fibrotic
HP: pneumonite de hipersensibilidade crénica; CTD-ILDs: doenca pulmonar intersticial associada a doenca do tecido conjuntivo;
iNSIP: pneumonia intersticial idiopdtica inespecifica; g/f PF: fibrose pulmonar familiar; IPAF: doenga pulmonar intersticial
secundarias as doencas autoimunes; Sarcoidoses; Outras doencas pulmonares intersticiais relacionadas a exposicdo (ashestose
e silicose); ulLD: doenca pulmonar intersticial inclassificavel.

Estudos indicam que 18 a 32% dos pacientes diagnosticados com DPIs ndao-FPI desenvolveram um
fendtipo fibrosante progressivo, tendo experenciado um atraso significativo na detecao deste fendtipo e
administracao de tratamento adequado (2, 15, 16). Conhecer as vias fibroproliferativas partilhadas por
estas patologias ira permitir um diagndstico mais rapido e, consequentemente, uma intervencao clinica
atempada o que terd um grande impacto na qualidade de vida destes pacientes.

Existem varios mecanismos envolvidos na patogénese e progressao das DPIs fibrosantes. Acredita-se
que as DPIs-FP sejam desencadeadas por lesdes epiteliais ou vasculares crénicas repetitivas, ou por
inflamacao granulomatosa, que levam a destruicao celular e falha no processo de reparacao e
regeneracao (17).

Os fibroblastos, as principais células efetoras nas DPI fibréticas, sdao recrutados de diferentes locais para
os locais da lesao (18). Estes sdo ativados para se tornarem miofibroblastos levando a um depdsito
excessivo de proteinas de matriz extracelular e consequente impacto na funcao alveolar. Além disso,
macrdéfagos e linfdcitos sao recrutados para o local da lesao e libertam mediadores pré-fibréticos que
promovem um logp positivo para uma ativacao continuada dos fibroblastos — fibrose autossustentada

(Figura 3) (19, 20).
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Figura 3. Mecanismos envolvidos na patogénese e progressao das doencas pulmonares intersticiais com fenétipo
progressivo fibrosante. Aquando da existéncia de lesdes epiteliais ou vasculares crénicas repetitivas de etiologia variada a
homeostasia do parénquima pulmonar é quebrada. As células locais sdo reprogramadas, secretam fatores com funcao
quimiotdtica que irdo recrutar diferentes células,nomeadamente macrdéfagos e células precursoras de fibroblastos e inicia-se um
loop positivo que ira sustentar a diferenciacdo e ativacdo continuada dos fibroblastos. Estes fatores pré-fibrdticos contribuem
para a sua diferenciacdo em miofibroblastos, levando auma acumulagdo excessiva de matriz extracelular. Fonte: Imagem de Rita
F. Santos criada com BioRender.com.

Apds o diagndstico, os doentes devem ser avaliados e monitorizados regularmente de forma a ajustar a
terapéutica sempre que necessdrio. Para o tratamento de DPIs induzidas por inflamacao sao
frequentemente administrados corticosteroides, nomeadamente a prednisona, bem como o micofenolato
de mofetil, a azatioprina e o metotrexato como terapia de primeira linha devido aos seus efeitos anti-
inflamatdrios e imunossupressores (13, 21). Por outro lado, DPIs caracterizadas por um fendtipo
predominantemente fibrdtico, tém sido tratadas com farmacos antifibréticos (nintedanib ou pirfenidona),
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e pela European Medicines Agency (EMA), uma vez
que retardam a progressao da doenca, atuando na reducao do declinio anual da fun¢ao pulmonar avaliada
pela capacidade vital forcada (CVF), com o intuito de melhorar a sobrevida e a qualidade de vida dos
pacientes (14, 22-24). As semelhancas existentes entre as DPIs que podem desenvolver um fendtipo
fibrosante progressivo durante o curso da doenca sugerem uma via comum de tratamento (4). No entanto,
sao necessarios mais estudos para melhor conhecer e compreender estas doencas.

Este trabalho foca-se na caracterizacao da pneumonite de hipersensibilidade fibrética, DPI mediada
imunologicamente, resultante de uma exposicao prolongada e exagerada a um determinado antigénio
ambiental (de etiologia conhecida ou ndo) (25). Esta patologia é caracterizada por reacdes de

hipersensibilidade de tipo Ill e IV que causam dano continuado no ambiente pulmonar, levando a



destruicao da arquitetura e condicionando as trocas gasosas. No entanto, esta é uma patologia de baixa
incidéncia em termos globais e cujos mecanismos de progressao sao ainda pouco conhecidos. Dessa
forma, usaremos como grupo comparador a fibrose pulmonar idiopatica, que é a DPI com fendtipo

fibrético mais extremo, tendo sido extensamente estudada ao longo dos anos.

1.2. Fibrose pulmonar idiopatica

A fibrose pulmonar idiopatica € uma pneumonia intersticial crénica, progressiva, fibrosante, de etiologia
desconhecida, definida pelo padrao histopatoldgico e/ou radioldgico da pneumonia intersticial usual (UIP)
(14, 26, 27). Nos exames histoldgicos sao frequentemente observadas regides cisticas com um padrao
em favo de mel, uma estrutura que contém acimulo denso de componente mucoide, geralmente
localizado na regiao subpleural e em dreas densamente fibrdticas. Essas estruturas cisticas sao
frequentemente revestidas por epitélio colunar pseudoestratificado ciliado e epitélio alveolar constituido
por células epiteliais alveolares tipo 2 (28, 29).

Esta patologia apresenta mau progndstico, apesar das terapias recentemente aprovadas, 0s doentes com
FPI apresentam uma sobrevida média de 3 a 5 anos apds o diagndstico (30, 31).

A fibrose pulmonar idiopatica afeta principalmente individuos do sexo masculino, com idade superior a 60
anos (14, 32, 33) e os principais sintomas incluem tosse seca, falta de ar, cansaco, fadiga, perda de apetite,
perda de peso e frequentemente hipocromatismo digital. Os doentes podem apresentar evolucdes
distintas, em alguns casos permanecem relativamente estdveis ao longo dos anos, progredindo
lentamente, ao passo que em outros podem apresentar uma progressao mais rapida da doenca. Uma
minoria dos doentes apresenta agravamento marcado e stbito dos sintomas (exacerbacao aguda), sendo
aforma associada ao pior prognéstico (34).

Relativamente a incidéncia e prevaléncia, estas sao dificeis de avaliar devido a evolucao dos critérios de
diagndstico e a heterogeneidade metodoldgica dos estudos realizados (27). Dados epidemioldgicos
mostram que aincidéncia de FPI é mais comum na América do Norte e na Europa com cercade 3 a9 casos
por 100.000 pessoas por ano, comparativamente ao verificado na América do Sul e no Este Asidtico com
umaincidénciade menos de 4 casos por 100.000 pessoas por ano (35). Nos Estados Unidos, a prevaléncia
de FPItem sido relatada como variando de 10 a 60 casos por 100.000 pessoas (36).

Embora a fibrose pulmonar idiopdtica seja, por definicao, uma doenca de etiologia desconhecida, uma
série de possiveis fatores de risco foram descritos como estando associados a uma maior suscetibilidade
paradesenvolver adoenca, tais como fatores externos (exposicoes ambientais/ocupacionais, tabagismo,
refluxo gastroesofdgico, infecdes recorrentes) bem como fatores ligados ao proprio hospedeiro -
predisposicao genética (32).

Exposicdes sucessivas a fatores de risco num individuo geneticamente predisposto levam a um dano do

epitélio alveolar, sequido de um processo de reparacao anormal, proliferacao descontrolada e
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desorganizada de miofibroblastos que leva a distorcao gradual da arquitetura pulmonar. Os
miofibroblastos derivam principalmente da diferenciacao de células mesenquimais pulmonares
residentes (como fibroblastos residentes) e acumulam-se, posteriormente, nos locais alveolares que
foram alvo de lesao, produzindo colagénio e componentes da matriz extracelular. A ativacao,
diferenciacao e recrutamento de miofibroblastos levam a um desequilibrio entre mediadores
antifibréticos e pré-fibréticos promovendo um processo excessivo e redundante de cicatrizagao (37).

Relativamente as associacoes genéticas ja descritas, vdrios estudos identificaram o polimorfismo de
nucledtido tnico (SNP) na regido promotora do gene MUC5B (rs35705950) como o fator de risco
significativamente associado a uma maior suscetibilidade de desenvolver FPI, no entanto, outras
variantes genéticas podem contribuir para o desenvolvimento de FPI nomeadamente alteracdes nos
genes TERT, TERCe TOLLIP (26). A identificacao destes fatores de risco é de fundamental importancia,

pois auxiliam na prevencao, diagnéstico precoce e desenvolvimento de novas terapias (27, 32).

1.3. Pneumonite de hipersensibilidade

A pneumonite de hipersensibilidade, também denominada alveolite alérgica extrinseca, é uma doenca
pulmonar intersticial causada por uma resposta imune exagerada apds a inalacao de uma ampla
variedade de particulas antigénicas encontradas no ambiente (38).

A sua prevaléncia estd aumentada em individuos com idade superior a 65 anos, nao sendo claro se existe
uma incidéncia preferencial de acordo com género do paciente dado que alguns estudos relatam maior
incidéncia em individuos do sexo feminino (39), enquanto outros demonstram uma maior incidéncia em
individuos do sexo masculino (40, 41).

Um dadointeressante e que distingue a PH de outras patologias respiratdrias é a associacao de uma maior
prevaléncia de PH em individuos ndo fumadores (17). A causa por detrds desta aparente protecao
permanece pouco esclarecida, no entanto, pensa-se que poderd estar relacionada com a capacidade da
nicotina afetar negativamente a funcao dos linfdcitos e macrdéfagos alterando o curso da doenca (42, 43).
No entanto, fumadores que desenvolvam a doenca apresentam um fendtipo fibrdtico progressivo mais
severo (44).

Relativamente a sintomatologia, os sintomas relacionados com esta patologia sao normalmente
heterogéneos e nao especificos, a semelhanca do que acontece com aFPI, eincluem tosse, dispneia, perda
de peso, dor no peito e fadiga (38, 45).

Atualmente, estima-se que a incidéncia de PH nos Estados Unidos varia entre 1,3 e 1,9 por 100.000
pessoas por ano e na Europa entre 0,3 e 0,9 por 100.000 habitantes (17, 46), manifestando-se como uma
doenca rara. No entanto, noutras regiées como a india, a PH é a DPI mais prevalente correspondendo a

cercade 48% dos casos (47).
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A exposicao aos antigénios inalatérios é considerada a principal causa de pneumonite de
hipersensibilidade (17). Mais de 200 antigénios ja foram identificados como agentes desencadeantes de
PH e podem ser encontrados no ambiente de trabalho, em casa, ou em locais de atividades recreativas
(48, 49). Os antigénios mais comuns incluem bolores, bactérias, proteinas animais (principalmente
derivadas de aves) e até compostos quimicos de baixo peso molecular, como isocianetos (17, 38).
Portanto, individuos com exposicao agricola, pecudria, aviaria, bem como trabalhadores que utilizam
metais fluidos, que trabalham no processamento e construcao de madeira, fabricacao de téxteis e até
mesmo individuos que manuseiam frequentemente tintas ou outros produtos quimicos possuem umrisco
acrescido de desenvolver PH (49).

Num trabalho anterior do nosso centro, 634 pacientes foram diagnosticados com DPI, dos quais 123
(19.4%) eram casos de PH (38). Estes niimeros estao acima da média mundial e podem relacionar-se com
a elevada humidade que se faz sentir na nossa regiao, suportando o aumento do crescimento fuingico e,
portanto, o aumento do risco de exposicao prolongada a estes antigénios (49).

O trato respiratdrio, tanto superior como inferior, encontra-se constantemente exposto a agressoes do
ambiente externo, estando suscetivel a inalacao e agressao por parte de agentes ambientais, bem como
agentes infeciosos, passiveis de desencadear uma resposta deletéria (16, 39). Deste modo, o sistema
imunitdrio atua de forma a proteger o organismo, impedindo a entrada de patogénios no trato respiratdrio,
primeiramente através de barreiras fisicas e elevada producao de muco pelas células epiteliais do trato
respiratdrio e, localmente, recorrendo a células imunes residentes no pulmao tais como 0s macréfagos
alveolares (12, 16). Estas células, quando ativadas, tém a capacidade de reconhecer e apresentar
antigénios aos linfdcitos T, desencandeando toda a cascata de sinalizacao e ativacao destas células que
sao fundamentais para a patogénese da PH (16).

As células inatas ativadas possuem também a funcao de secretar citocinas como interferao gama (IFNy)
e interleucina (IL) 12 que irdo contribuir para a polarizacao e diferenciacao das células T naive, propagando
o feedback positivo para a manutencao e ampliacao da populacao de células T CD4 produtoras de IFNy -
células Th1(50). Com o avancar da doenca e o possivel desenvolvimento de fibrose, tem sido descritauma
alteracao de fendétipo Th1 para fenétipo Th2, ainda pouco esclarecida. Citocinas caracteristicas de uma
resposta The, como IL4 e IL13, estao associadas com a proliferacao continuada de fibroblastos e o
aumento da producao de matriz extracelular e, por isso, com um fendtipo fibrosante progressivo
observado em alguns pacientes com PH (51, 52). Sendo a imunopatogénese da PH uma combinacao de
reacoes de hipersensibilidade de tipo Il e tipo IV (53), processos humorais também desempenham um
papel importante na PH (Figura 4) (17).

Relativamente aos fatores genéticos com associa¢ao ja descrita para a pneumonite de hipersensibilidade,
a semelhanca do que acontece na FPI, o polimorfismo de nucleétido unico do promotor do gene MUC5B

foi descrito, recentemente, como estando associado a maior prevaléncia e menor sobrevida em pacientes



com PH fibrética (45, 54). Outras variantes genéticas também tém sido associadas a uma predisposicao
para desenvolver PH, tais como polimorfismos no complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
principalmente de classe I, bem como mutacoes genéticas relacionadas com o comprimento dos

telémeros e polimorfismos no proteossoma (45, 50).
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Figura 4. Imunopatogénese da pneumonite de hipersensibilidade. Os antigénios inalados interagem com as células
apresentadoras de antigénios (APCs) (como macrdfagos alveolares e células dendriticas) via recetores de reconhecimento
padrdo (PRR) (etapa 1). As APCs vdo também secretar diferentes citocinas que criam um ambiente propicio a ativacao e
diferenciacdo de células T num fendtipo Th1. Células B produzem anticorpos (resposta humoral (etapa 2)) que desencadeiam a
cascata do complemento e estimulam macréfagos a fundirem-se originando células gigantes multinucleadas importantes para a
formacdo de granulomas (etapa 3). Os granulomas produzem fatores quimiotdticos que, em combinacdo com a fungao
desregulada das células T, promovem a proliferacao fibroblastica (etapa 4). Os fibroblastos diferenciam-se em miofibroblastos,
produzem colagénio e matriz extracelular causando fibrose. Figura retirada de (22).

De acordo com as recentes diretrizes combinadas da American Thoracic Society (ATS)/Japanese
Respiratory Society (JRS)/Latin American Thoracic Association (LATA), a PH distingue-se em dois tipos,
fibrética e nao fibrética. A PH nao fibrdtica pode regredir completamente apds a eliminagdo da exposicao
e, na maioria dos pacientes, é associada a melhor progndstico, enquanto a PH fibrética pode progredir
continuadamente, apesar da eliminacao do antigénio, resultando em fibrose pulmonar progressiva em
cerca de 20% dos pacientes (55). Sendo a PH fibrética considerada clinicamente semelhante a fibrose
pulmonar idiopdtica, acredita-se que possam compartilhar vias fibroproliferativas comuns e que muito do
ja conhecido para a FPI também seja valido para os casos de pneumonite de hipersensibilidade fibrdticos
(Figura5) (54, 56).
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Figura 5. Comparacao entre a fibrose pulmonar idiopatica e a pneumonite de hipersensibilidade (imagem criada com auxilio
da plataforma online BioRender.com). Diferentes etiologias principais podem estar associadas a um risco aumentado de
desenvolver fibrose pulmonar idiopatica (FPI) ou pneumonite de hipersensibilidade (PH). Apds sucessivas lesdes pulmonares
num individuo geneticamente predisposto existe um dano do epitélio alveolar, seguido de um processo de reparacao anormal com
proliferacao descontrolada e desorganizada de miofibroblastos que leva a distorcao gradual da arquitetura pulmonar. Este
processo, em conjunto com o aumento de fatores pré-fibréticos no meio, levam a producao e acumulagdo de matriz extracelular
caracteristica do processo fibrético. No caso da FPI, este processo mantém-se de forma autossustentada, levando a uma
progressao continuada e com grande impacto na funcao pulmonar. Por outro lado, a pneumonite de hipersensibilidade pode, em
alguns casos, manifestar-se inicialmente como uma patologia inflamatdria, caracterizada por grande infiltrado inflamatdrio e com
possibilidade de reversdo caso exista identificacdo e cessacao da exposicao desencadeadora. Noutros casos de PH, ou caso a
exposicdo e agressao persistam, a doenca evolui para um estadio fibrético e eventualmente continuamente progressivo,
aproximando-se das manifestacdes descritas para a FPI.

1.4. Predisposicao genética — importancia do gene MUC5Bnas DPIs

Varios estudos ilustraram que os fatores genéticos contribuem para o risco e suscetibilidade aumentada
de desenvolvimento de doencas pulmonares intersticiais, principalmente FPI, estando descritas
associacoes com variantes genéticas raras e comuns. As variantes raras sao aquelas cujo a frequéncia
alélicamenor é de <0,1%, estes incluem alteracdes em genes como SFTPC, SFTPA1, SFTPA2, ATP-binding
cassette-type 3 (ABCA3) e NAF1, estdo relacionados com a estabilidade alveolar, bem como os genes
ligados abiologiados telémeros TERT, TERC, DKC1, TINF2, RTEL1e PARN. Destas variantes mencionadas
avariante TERT é a variante rara mais frequentemente associada a fibrose pulmonar, sendo encontrada
em aproximadamente 15% dos casos FPI (35).

As variantes comuns sao definidas como possuindo uma frequéncia do alelo menor superior a 5%,
salienta-se o polimorfismo (rs35705950), localizado naregido promotora do gene damucina 5B (MUC5B)

(Figura 6) (35, 62).
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Figura 6. Espectro de variantes genéticas conhecidas associadas a um o risco aumentado de desenvolver FPI e as suas
frequéncias alélicas relativas e efeito (30). Frequéncias alélicas sao definidas pelo padrao: muito raro (0.001), raro (0.005), baixa
frequéncia (0.05) e comum, bem como pelo seu efeito: baixo, moderado, intermédio e alto. No geral, apesar das variantes raras
terem uma haixa frequéncia alélica o seu efeito é muito marcado, enquanto as variantes comuns estdo muito associadas com a
doenca, mas apresentam um efeito baixo. As variantes raras associadas com FPI incluem os seqguintes genes SFTPC, SFTPAT,
SFTPA2, ATP (ABCA3) e NAF1, bern como os genes ligados a funcdo dos telémeros TERT, TERC, RTELTe PARN. No entanto, 0
polimorfismo rs35705950 no promotor do gene MUC5B apesar de corresponder a uma variante comum tem um size effect
aumentado.

0 gene MUC5B esta localizado no cromossoma 11p15.5 e 0 SNP rs35705950 na variante promotora do
gene MUC5Bencontra-se aproximadamente a 3kb amontante dolocal de inicio da transcri¢ao da proteina
MUC5B, numa regido altamente conservada com funcao reguladora (45, 46, 47). Codifica a glicoproteina
de alto peso molecular mucina 5B, que aumenta a viscosidade do gel mucoso nas vias aéreas. MUC5B é
expressa na mucosa das vias aéreas, e o seu produto esta envolvido na manutencao da homeostase da
imunidade inata e na depuracao mucociliar, sendo crucial no controlo de infecoes (55, 57).

Estudos genéticos tém identificado constantemente a variante promotora de ganho de funcao MUC5B
rs35705950, que é uma transversao G/T, como o fator de risco dominante para o desenvolvimento de
FPI, estando o alelo menor (T) associado a doenca. Estima-se que esta variante seja responsdvel por 30%
do risco de desenvolver FPI (30, 45). Portanto, 0 SNP rs35705950 pode ser um importante biomarcador
para screening de fibrose pulmonar pré-clinica, possibilitando a identificacao precoce dos individuos com
risco aumentado para desenvolver FPI (42).

Ao contrdrio do que acontece na FPI, menos tem sido descrito para a PH, no entanto, mais recentemente
também foireportada a associacao entre a presenca do alelo menor do SNP rs35705950 do gene MUC5B
e a incidéncia da PH, nomeadamente da PH com fendtipo fibrético, consequentemente associando

também a menor sobrevida (45, 54).
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1.5. Contextualizacao e objetivo

A pneumonite de hipersensibilidade é uma doenca intersticial pulmonar, mediada imunologicamente, e
que pode, em alguns casos, manifestar-se com um fendétipo maioritariamente inflamatdrio e
eventualmente reversivel, enquanto noutros pode apresentar sinais de fibrose, de extensao variada,
podendo progredir progressivamente. A PH fibrdtica possui uma sintomatologia, morbilidade e
mortalidade préxima do observado na fibrose pulmonar idiopatica, no entanto, os mecanismos que a
desencadeiam, fatores de risco e adequada metodologia para diagndstico precoce permanecem pouco
esclarecidos.

0 presente trabalho tem como objetivo principal caracterizar o papel do polimorfismo de nucleétido tnico
rs35705950 na regiao promotora do gene MUC5B nas vias moleculares comuns ligadas as DPIs-FP,
nomeadamente, na pneumonite de hipersensibilidade fibrética, usando como grupo comparador
pacientes diagnosticados com fibrose pulmonar idiopatica. Concretamente avaliamos:

» A frequéncia do alelo menor do SNP s35705950 MUC5B em pacientes com pneumonite de
hipersensibilidade fibrosante;

»> Aexpressao, localizacao e funcao da Mucina5B no tecido pulmonar destes doentes;

» Efeito do alelo menor do SNP s35705950 MUC5B na distribuicao das populac6es celulares no
lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes com pneumonite de hipersensibilidade fibrosante
comparativamente com doentes com fibrose pulmonar idiopatica.

Apesar de cada uma das DPIs apresentar caracteristicas que as distinguem em termos clinicos,
radioldgicos e histopatoldgicos, também apresentam manifestacées sobreponiveis, sendo o diagndstico
precoce e preciso desafiante mas crucial para garantir que cada paciente recebe tratamento adequado,

idealmente, antes de uma progressao rdpida e irreversivel.
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2. Metodologia

2.1. Participantes e desenho do estudo
Para o presente trabalho foram utilizados casos provenientes de diferentes coortes de doentes/controlos
saudaveis:

1) Estudo retrospetivo caso-controlo com 64 doentes com FPI, sequidos de 2013 a 2018, cujos
dados ja foram publicados num estudo prévio (26).

2) Grupo controlo com individuos saudaveis (distribuicdo etdria e proporcdes de género
semelhantes ao grupo de doentes) selecionado do EPIPorto (26), bem como alguns casos gentilmente
cedidos pelo Cardibanco, biobanco da unidade de cardiologia do Centro Hospitalar Universitario Sao Joao;

3) Restantes casos de FPI e casos de PH sdo provenientes do estudo prospetivo FIBRALUNG com
biobanco de amostras de pacientes com fibrose pulmonar, iniciado em 2021 e ainda em fase de
recrutamento (estudo depositado no ClinicalTrials.gov com a seguinte identificacao NCT05635032).
Todos os pacientes foram discutidos em reuniao de grupo multidisciplinar e o seu diagndstico foi
estabelecido apds avaliacao de parametros clinicos, funcionais, radioldgicos, bem como integracao da
informacao relativa a exposicoes ambientais e, sempre que disponivel, informacao sobre as populacoes
celulares presentes no lavado broncoalveolar e andlise histoldgica.

A coorte prospetiva tem como critérios de inclusao:
e idade entre 0s18-80 anos;
e pacientes que realizem bidpsia pulmonar ou LBA no servico de pneumologia do Centro
Hospitalar Universitdrio Sao Joao como parte do seu processo de diagndstico;
e capacidade de realizar protocolos de seguimento;
e tomografia computacional de alta resolucao, realizada nos ultimos 12 meses da data de
admissao, demonstrando areas de fibrose pulmonar com extensao = 10%.
Pacientes sem capacidade de assinar consentimento informado ou gravidas sao excluidos do estudo. O

total de casos usado no presente trabalho para a andlise genética segue a distribuicao indicada na Figura
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Figura 7. Caracterizacdo da amostragem em estudo. Para a execucao deste trabalho, foram utilizadas um total de 283
amostras, dos quais 111 eram casos controlos, 85 doentes com diagndstico de fibrose pulmonar idiopatica (FPI), usado como
protétipo de doenga fibrosante progressiva e 87 com diagndstico de pneumonite de hipersensibilidade (PH).
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2.2. Implicacoes Eticas e legais

0 presente estudo foi revisto e aprovado de acordo com as normas estabelecidas pela Comissao de Etica
para a Saude do Centro Hospitalar Universitario de Sao Joao e realizado de acordo com a declaracao de
Helsinquia. Todos os participantes foram devidamente informados acerca do estudo e assinaram um

consentimento livre e informado.

2.3. Colheita de amostras hioldgicas e contagem celular no LBA

Sangue periférico foi colhido para tubos tratados com &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (BD
Vacutainer®). As amostras foram devidamente codificadas de forma anonimizar os pacientes,
aliquotadas e armazenadas a -70°C até a extracao de DNA.

0O lavado broncoalveolar consiste na instilacao de 200 ml de soro salino estéril, isoténico, pré aquecido a
37°C, dividido em quatro aliquotas de 50 ml. O volume instilado é posteriormente recolhido por aspiracao
e a primeira aliquota recolhida serd usada para analises microbioldgicas. As restantes trés aliquotas serao
homogeneizadas e analisadas para contagens celulares totais. Um total de 500 células foram contadas
em citospins corados com Wright-Giemsa, de acordo com metodologia jd descrita e validada (48).

0O tecido pulmonar de pacientes com FPI e PH foi obtido através de criobidpsias. Os fragmentos foram
fixados em formol neutro tamponado a 10% e processados para rotina histoldgica.

Tecido pulmonar sem doenca pulmonar intersticial corresponde a fragmentos de parénquima pulmonar

sem lesao obtidos a partir de pecas de ressecao cirdrgica por neoplasia.

2.4. Extracao de DNA e genotipagem da variante na regiao promotora do gene MUC5B (SNP
rs35705950)

0 DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de sangue periférico com recurso ao kit de purificacao
QIAamp DNA Blood da Qiagen, de acordo com as instrucoes do fornecedor. Apds extracao as amostras
foram quantificadas por Nanodrop One™.

A genotipagem do polimorfismo de nucleétido unico rs35705950 foi realizada com recurso a sondas
disponiveis comercialmente, TagMan SNP Genotyping Assay, ThermoFisher (referéncia C_1582254_20).
Resumidamente, duas sondas alelo-especificas marcadas com fluorocromos diferentes (FAM e VIC), bem
como um par de primers especificos para a regido de interesse, foram usados ([VIC/FAM]:
CCTTCCTTTATCTTCTGTTTTCAGC[G/TICCTTCAACTGTGAAGAGGTGAACTC). Durante a reacdo, a DNA
polimerase foi usada para clivar o marcador fluorescente (FAM ou VIC) da sonda hibridada na cadeia de
DNA, levando a emissao de fluorescéncia. A reacao foi realizada no equipamento CFX96 da BioRad de
acordo com o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a 95°C durante 10 minutos, sequido de 40 ciclos de
desnaturacdao a 95°C durante 15 segundos e emparelhamento e extensao a 60°C por 1 minuto. Os

resultados foram analisados no software CFX Manager (BioRad).
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2.5. Imunohistoquimica

Os blocos de parafina foram seccionados no micrétomo a uma espessura de 3-4 um. Apés correta adesao
alamina, procedeu-se a desparafinacao e hidratacao dos cortes.

A técnica de imunohistoquimica é iniciada com uma recuperacao antigénica a 95°C durante 30 minutos
usando uma solucdo comercial (HIER buffer,ThermoScientific). Interacdes inespecificas foram
blogueadas durante 1 hora com uma solucdo de albumina sérica de bovino (BSA) a 5%. Apés otimizacao
do anticorpo primario (Anti-MUC5B da Sigma®-Aldrich policlonal, produzido em coelho) estabeleceu-se
gue a melhor diluicao seria 1:100 em 1% BSA em PBS - 0,05% Tween20 (PBS-T), numa incubacao
overnighta 4°C.

Apds lavagens com PBS-T, procedeu-se ao bloqueio de peroxidases enddgenas com 0,3% H.0.. O
anticorpo secundario anti-lgG de coelho-HRP foi incubado a temperatura ambiente durante 1 hora. A
solucdo 3, 3'-diaminobenzidina (DAB) foi utilizada como cromogénio e o seu excesso foi removido com
agua corrente. Para uma melhor contrastacao nuclear, realizou um passo de coloracao com Hematoxilina
de Gill. Apds desidratacao em concentracdes crescentes de etanol e diafanizagcao em xilol, as laminas
foram montadas com entellan™ e enviadas para digitalizacao (NanoZoomer 2.0HT, Hamamatsu). Apds
digitalizacao as imagens foram visualizadas no software NDP View?2.

0 controlo negativo da técnica foi obtido por omissao de incubacao com anticorpo primario.

2.6. Quantificacao da area positiva para MUC5B

Imagens obtidas apds digitalizacao foram analisadas com recurso ao software Imagel Versao 2.1 para
determinacao da percentagem de drea de tecido com marcacao positiva para MUC5B. Foram retiradas
diferentes seccoes de cada fragmento e com o auxilio da ferramenta “image deconvolution” do ImagelJfoi
ajustado um thresholdpara o canal correspondente a marcacao com DAB. Este thresholdfoi estabelecido
com base num controlo negativo técnico (sem incubacao com anticorpo primdrio) e foi aplicado a todas as
imagens. A drea de marcacgao positiva para a MUCSB é apresentada como uma média de areas das

diferentes imagens de um mesmo fragmento.

2.7. Analise estatistica

Todos os dados foram analisados com o software GraphPad Prism™ v8 (GraphPad Software®). Os
resultados sao apresentados com média + desvio padrao (SD). Testes estatisticos especificos estao
indicados na legenda de cada figura. Os resultados sao considerados estatisticamente significativos

quando o p<0.05.
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3. Resultados

3.1. Pneumonite de hipersensibilidade é a patologia com maior incidéncia na coorte de
pacientes do FIBRALUNG
0 estudo prospetivo FIBRALUNG vai de encontro ao jd descrito no nosso centro, numa coorte retrospetiva,
onde a pneumonite de hipersensibilidade foi descrita como a patologia com maior incidéncia (43). A coorte
do FIBRALUNG conta, a data do presente trabalho, com mais de 400 doentes, e inclui pacientes da regiao
norte e centro de Portugal que, apds assinarem consentimento informado, integraram no estudo aquando
da realizacao de lavado broncoalveolar e/ou criobidpsia no Centro Hospitalar Universitario Sao Joao.
Como observado entre os casos com diagndstico ja finalizado, a DPI mais prevalente é a pneumonite de
hipersensibilidade (Fig. 8A), tanto fibrética como nao fibrética, representando cerca de 40% dos casos de
doencas pulmonares intersticiais. Dados de outros paises indicam a fibrose pulmonar idiopatica e a
sarcoidose como as DPIs mais frequentes (64), aqui apenas correspondendo a 12.86 e 11.9% dos casos,
respetivamente.
A prevaléncia da PH varia geograficamente em funcao de diferentes condicionantes como predisposicao
genética e exposicoes ambientais. De acordo com dados recolhidos no nosso centro, e um projeto paralelo
que se encontra em desenvolvimento com esta mesma coorte de doentes, acreditamos que esta
incidéncia aumentada esta fortemente relacionada com um tipo de exposicao antigénica oculta e muitas
vezes pouco valorizada: a exposicao prolongada a fungos nas habitacdes. Esta observacao esta
relacionada com a elevada humidade que se faz sentir na nossa regiao associada a uma construcao e
ventilacao inadequadas de muitas das habitacoes, suportando o crescimento flingico e, portanto, o
aumentando o risco de exposicao prolongada a estes antigénios (54).
Os restantes pacientes da coorte FIBRALUNG possuem diagndsticos com menor prevaléncia como
doencas associadas ao tabaco, doencas autoimunes com envolvimento pulmonar, DPI inclassificaveis,
doenca intersticial nao especifica, doencas com componente familiar e doencas ocupacionais, como por
exemplo a silicose (Fig. 8A).
Tirando partido da elevada incidéncia de PH na nossa coorte decidimos aprofundar o estudo desta
patologia,nomeadamente da pneumonite de hipersensibilidade fibrdética que corresponde a cerca de 80%
dos casos de PH (Fig. 8B) e que, em muitos casos, podera estar associada a um fendtipo fibrético

progressivo.
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I 40.51% Pneumonite de Hipersensibilidade

I 12.86% Fibrose Pulmonar Idiopéatica

[ 7.72% Doengas autoimunes com envolvimento pulmonar
[ 7.07% Doengca intersticial pulmonar inclassificavel

3.54% Pneumonia intersticial ndo especifica

[] 9.00% Doenca associada ao tabaco

[ 2.54% Doengas ocupacionais

[ 11.90% Sarcoidose

[ 2.89% Fibrose pulmonar familiar

I 79.69% PH fibrética
[J 20.31% PH néo fibrética

Figura 8. Distribuicao, de acordo com o diagndstico, dos pacientes incluidos na coorte FIBRALUNG. A) Dos 431 doentes
incluidos nesta coorte a data do presente trabalho foram retirados 120: 65 que demonstraram ndo apresentar doenca pulmonar
intersticial e 55 que se encontram ainda em processo de diagndstico. Os restantes 311 casos estao representados no grafico,
distribuidos de acordo com o diagnéstico atribuido. B) Distingao entre pneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrética e nao
fibrética. Num total de 126 casos diagnosticados com PH 79.69% correspondem ao fenétipo fibrético, associado a pior
progndstico.

3.2. A frequéncia das diferentes populacoes de células imunes em lavados broncoalveolares
de pacientes com PH fibrotica e FPI é comparavel
Com o objetivo de melhor compreender quais as populacdes celulares imunes (neutrdfilos, eosindfilos,
macrdfagos e linfécitos) mais prevalentes nos lavados broncoalveolares das patologias em estudo
incluimos casos de coortes retrospetivas, do nosso centro, de forma a aumentar o nimero de casos por
grupo e adicionar robustez a andlise. Noventa e quatro pacientes com PH fibrética (a vermelho) e setenta
e oito pacientes com FPI (a verde) foram incluidos nesta andlise (Figura 9), salientando que cada ponto no
grafico corresponde a um doente. Na impossibilidade de termos controlos sauddveis para esta andlise,
uma vez que é um procedimento invasivo e com riscos associados, comparamos apenas as duas
patologias.
Em ambos os grupos verificamos que o tipo celular mais abundante sao os macréfagos, nao sendo
possivel, com esta abordagem, caracterizar estes macréfagos quanto a sua origem — macrdéfagos
alveolares e/ou macréfagos derivados de mondcitos em circulacao.
De uma forma geral, 0s casos com FPI e com PH fibrdtica assemelham-se, tendo as populagoes celulares
presentes nos LBAs de cada grupo frequéncias aproximadas. De salientar a elevada variabilidade
observada principalmente nos pacientes com diagndstico de pneumonite de hipersensibilidade fibrética,
variabilidade essa que pode estar associada com as diferentes fases e severidades da doenca.
Diferentes estudos tém associado o diagndstico de pneumonite de hipersensibilidade com linfocitose no
LBA, sendo esse dado um dos critérios descrito nas guidelines para um diagndstico de pneumonite de
hipersensibilidade de maior grau de confianca (45). Contudo, dos 94 pacientes com PH fibrética
analisados na Figura 9, apenas 26% possuem uma percentagem de linfdcitos acima do valor de referéncia

(45).
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Figura 9. Populacées celulares presentes no lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes com pneumonite de
hipersensibilidade (PH) fibrética e fibrose pulmonar idiopdtica (FP1) apresentam uma distribuicdo semelhante. Fluido
recolhido por aspira¢do apds instilacdo de soro salino estéril, isoténico e pré aquecido, nas vias respiratdrias é, posteriormente,
usado para realizar contagens celulares de populagdes imunes através de citospin. A vermelho encontra-se representado os
pacientes com o diagndstico de pneumonite de hipersensibilidade fibrética e a verde pacientes com fibrose pulmonar idiopatica.
Cada ponto corresponde a um Unico paciente.

Estes dados reforcam a necessidade de se encontrarem novos e melhores parametros nao soé de

diagndstico, mas também que auxiliem na estratificacao de acordo com o progndstico destes doentes.

3.3. Frequéncia do alelo menor do SNP rs35705950 encontra-se aumentada em doentes com
pneumonite de hipersensibilidade fibrética

A predisposicao genética para o desenvolvimento de fibrose pulmonar tem sido objeto de extensa
pesquisa cientifica (60). A presenca do alelo T no SNP rs35705950 da regido promotora do gene MUC5B
tem sido o fator genético mais associado a suscetibilidade de desenvolver FPI (65). Estudos mais recentes
tém sugerido que os fatores de risco genéticos associados ao desenvolvimento e progressao da FPI,
nomeadamente o SNP rs35705950, também podem estar associados a incidéncia aumentada de PH
fibrética e reducdo da sobrevida nestes pacientes (59). Desta forma, analisamos o gendtipo associado ao
polimorfismo de nucledtido tinico rs35705950 na nossa coorte de doentes.

Um total de 111 controlos, 85 pacientes com FPI e 87 com PH fibrdtica foram utilizados nesta analise. A
genotipagemdo SNP rs35705950 permitiu caracterizar a prevaléncia dos genétipos GG,GT e TT nanossa
coorte, representados numa escala de azul, do mais claro (GG) ao mais escuro (TT) (Figura 10). Os
resultados obtidos mostram que o grupo controlo (primeira coluna a esquerda) é maioritariamente
constituido por individuos homozigdticos para o alelo G (GG: 78.38%, GT: 20.72% e TT: 0.90 %), ao
contrdrio do que acontece nos grupos de pacientes com FPI (coluna do meio) e com PH fibrética (coluna
dadireita), onde afrequéncia de individuos portadores do alelo T aumenta drasticamente (FP1 GG: 27.06%,
GT: 57.65% e TT: 14.11%; PH fibrética GG: 25.29%, GT: 63.22% e TT: 10.34%) (Figura 10). Com estes
resultados, validamos, na nossa coorte, o ja descrito previamente para a FPI (63) e mais recentemente

paraa PH (50).
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De uma forma global, a frequéncia de genétipos onde o alelo menor T esta presente corresponde a cerca
de 75% dos casos tanto de FPI como de PH fibrdtica, sendo a diferenca entre estes dois grupos
negligencidvel.

De acordo com estudos anteriores, a presenca do alelo menor para o SNP rs35705950 esta associado
com uma producao aumentada de MUC5B pelas células epiteliais bronquiolares distais, prejudicando a
depuracao mucociliar, o que contribui para o aumento dalesao pulmonar e consequente fibrose pulmonar
(59). Estima-se que a presenca do alelo T menor neste polimorfismo aumente o risco de fibrose pulmonar

em 30-35% (60).
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Figura 10. SNP rs35705950 da regido promotora do gene MUC5B esta associado com a incidéncia de fibrose pulmonar
idiopdtica e de pneumonite de hipersensibilidade fibrética. 0 DNA gendmico foi extraido a partir de amostras de sangue
periférico de 111 controlos saudaveis, 85 doentes com diagndstico de fibrose pulmonar idiopatica (FPI) e 87 doentes com
diagndstico de pneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrdtica. A genotipagem do polimorfismo de nucleétido tnico (SNP)
rs35705950 foi realizada com recurso a sondas especificas. Cada coluna corresponde a um grupo de doentes estando os
diferentes gendtipos representados numa escala de azul. Alelo wild type: G; alelo menor: T.

Relativamente a uma possivel associacao deste SNP com a incidéncia de PH fibrética, um estudo
realizado com coortes de doentes da Universidade da Califérnia em Sao Francisco e da Universidade do
Sudoeste do Texas demonstrou que as frequéncias dos gendtipos sao as seguintes: GG 58.6%, GT 37.9%
e TT 3.4%, e GG 47.2%, GT 44.4% e TT 8.3%, respetivamente (59). Comparativamente ao observado
neste estudo, a frequéncia dos gendtipos GT/TT estd aumentada na nossa populacao. Esta discrepancia
pode dever-se a populacao em si, dado que correspondem a doentes com origens geogrdficas diferentes,
mas também a classificacao e decisao de inclusdao dos doentes. No estudo norte americano, de 2017,
utilizam uma classificacao de pneumonite de hipersensibilidade — PH crdnica - ja desatualizada, que
dependia da duracdo dos sintomas (49). No nosso estudo utilizamos a classificacao atualmente
considerada relevante clinicamente e que se caracteriza pela presenca de fibrose em exame radioldgico

e/ou histopatoldgico.
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3.4. MUC5B apresenta expressao aumentada em doentes com FPIl e PH fibrética

Apesar da associacao entre o SNP rs35705950 do gene MUC5B e a incidéncia de FPI ter ja sido
extensamente estudada, pouco se conhece ainda sobre o impacto da frequénciaaumentadado alelo T nas
doencas pulmonares intersticiais, principalmente em DPI nao FPI.

Com o objetivo de esclarecer a funcao da mucina5B em doentes com pneumonite de hipersensibilidade
fibrtica comecamos por averiguar se, a semelhanca do descrito para a FPI (66), também verificdvamos
um aumento de expressao no tecido pulmonar destes doentes. Para isso realizamos marcacao
imunohistoquimica, com recurso a anticorpo especifico, em pacientes com FPI, PH fibrdtica e controlos
sem doenca pulmonar intersticial. Estas amostras de pulmao sem DPI foram obtidas de pecas cirurgicas
de ressecao de lobos/segmentos pulmonares por lesdao maligna, onde se recolheu um fragmento de
parénquima sauddvel o mais distante possivel da drea de lesao.

A andlise imunohistoquimica revelou que os controlos sauddveis (Fig. 11A) apresentam uma expressao da
MUCSB haixa, estando praticamente restrita ao epitélio secretor (Fig. 11A — 1 e 2). Em alguns campos é
também possivel observar uma marcacao ligeira no citoplasma dos macréfagos alveolares (Fig. 1A -3 e
4).

De acordo com o descrito na literatura, verificou-se um aumento da expressao da MUC5B nos doentes
com FPI (67), aqui evidenciado no epitélio pulmonar, nos macréfagos alveolares e nas regides de padrao
histopatoldgico caracteristico, regides cisticas com padrao em favo de mel, onde se observam regioes
com actimulo denso da mucina 5B (Fig. 11B - 1 e 2). Nos pacientes com PH fibrdética (Fig. 11C) também se
verificou um aumento da expressao da MUCSB nas mesmas regides acima mencionadas (Fig.11C - 1e 2).
Grafico com quantificacdo da &rea positiva para MUCSB é apresentado na Figura 11D. A semelhanca do
observado nas imagens, a analise quantitativa da percentagem de area positiva para MUC5B demonstrou
um aumento estatisticamente significativo tanto nos casos de FPI (circulos a verde) como nos casos de
PH fibrética (circulos a vermelho) face ao grupo controlo (circulos aroxo). No entanto, sem diferenca entre
as duas patologias.

Como ja mencionado, a desrequlacao da expressao da MUCSB e a disfuncao das células ciliadas podem
promover a acumulacao de muco nas vias aéreas, comprometendo a resposta imune e perpetuando o

dano tecidual, levando a exacerbacdes e progressao continuada da doenca (67).
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Figura 11. Expressao da proteina MUC5B encontra-se muito aumentada no tecido pulmonar de doentes com fibrose
pulmonar idiopética (FPI) e pneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrética. Tecido pulmonar proveniente de hidpsias ou de
pecas de ressecao cirdrgica foi processado para realizacao de imunohistoquimica anti-MUC5B usando a solucao 3, 3'-
diaminobenzidina (DAB) como cromogénio e Hematoxilina de Gill como corante nuclear. Expressdo de MUCSB em controlos sem
doenca de intersticio pulmonar (A}, doentes com diagndstico de fibrose pulmonar idiopatica (B) e doentes com pneumonite de
hipersensibilidade fibrética (C). Escalas figuras 1 e 3: 500 um; Escalas figuras 2: 100 um; Escala da figura 4:50 um. D) Anélise
quantitativa da percentagem de area tecidular positiva para marcagao com MUC5B. Gréficos apresentados como média + desvio
padrao. Cada ponto corresponde a um controlo/doente. One-way ANOVA com teste de Tukey’s para comparacgdes muiltiplas *, p
<0.05e*, p<0.01.

3.5.Estratificacao dos doentes com PH fibrética de acordo com o seu genétipo para o SNP
rs35705950 revela uma  possivel funcdao dos  macréfagos  no

desenvolvimento/manutencao da doenca
Todos os resultados obtidos até ao momento, sugerem-nos que a PH fibrdtica apresenta um perfil
genético e de expressao da MUCS5B muito semelhante ao descrito, e aqui validado na nossa coorte, paraa
FPI. Num estudo anterior, foi descrita uma associacdo entre o alelo T do SNP rs35705950 e um aumento
da expressao de MUC5B no ambiente pulmonar (65). No entanto, este estudo carece de mais detalhes
uma vez que ndo sao exploradas as estruturas histopatoldgicas onde este aumento de expressao é mais

visivel. Dessa forma decidimos analisar os nossos casos de acordo com o gendtipo (Fig. 12). De referir que
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os controlos usados sao todos homozigdticos para o alelo wild-type (G), o gendtipo mais prevalente em
individuos sem DPI (Fig. 10) e, portanto, nao foram estratificados. No futuro, serd interessante ter acesso
aindividuos sem DPI, mas portadores do alelo T para perceber o impacto que esse gendtipo podera ter na
expressao da MUC5B em individuos sem doenca intersticial pulmonar.

Como esperado, apds estratificacao de acordo com o genétipo continuamos a observar uma forte
marcacao para MUCSB em individuos com FPI (Fig. 12A) tanto no epitélio (Fig. 12A 1-3), como no
citoplasma dos macrdfagos alveolares (Fig. 12A 4-6) e nas regides com padrao favo de mel (Fig. 12A 7-9).
No entanto, contrariamente ao descrito na literatura, quando quantificamos a drea positiva para MUC5B
nao vemos diferenca entre os portadores do alelo T e os individuos homozigdticos para o alelo G (Fig. 12A,
grafico da direita).

Surpreendentemente, ao analisarmos os casos de PH fibrética verificamos uma associacao entre o alelo
T e a expressao aumentada de MUC5B no pulmao destes doentes, sendo esses 0S casos responsaveis
por uma diferenca estatisticamente significativa face ao grupo controlo (Fig. 12B, gréfico da direita). E
interessante constatar ao analisar as imagens que esse aumento é bastante visivel nos macrdéfagos
presentes no espaco alveolar (Fig. 12B 4-6). Pela primeira vez mostramos uma relacao direta entre a
presenca do alelo T e uma maior expressao de MUC5B no pulmao de pacientes com PH fibrdtica.

Uma hipétese para nao observarmos essas diferencas entre genétipos na FPI pode dever-se as grandes
areas com padrao em favo de mel, padrao histoldgico associado a maior severidade e pior progndstico,
independente do gendtipo, caracteristico desta patologia, podendo camuflar pequenas variacoes entre
individuos com gendtipos diferentes. Para esclarecer este ponto, com uma amostragem maior,
poderemos fazer uma andlise da quantificacao de drea marcada por regiao histoldgica: epitélio secretor,

macrdfagos e padrao em favo de mel.
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Figura 12. Expressao de MUC5B aumentada em pacientes com pneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrética portadores
do alelo T. Tecido pulmonar proveniente de biopsias pulmonares foi processado para realizacao de imunohistoquimica anti-
MUC5B usando a solugdo 3, 3'-diaminobenzidina (DAB) como cromogénio e Hematoxilina de Gill como corante nuclear.
Estratificacao dos pacientes com fibrose pulmonar idiopatica (FPI) {A) e com PH fibrética (B) de acordo com o gendtipo para o SNP
rs35705950 do gene MUC5B e respetivo grdfico (a direita) de quantificacdo da area de tecido positiva para marcacdo com
MUCS5B. Imagens 1-3 evidencia o epitélio secretor. Escala: 500 um. Imagens 4-6 macréfagos alveolares. Escala: 100 pum.
Imagens 7-9 regides de acimulo denso de MUC5B em areas de cistos em favo de mel. Escala: 500 um. Graficos apresentados
como média + desvio padrdo onde cada ponto corresponde a um controlo/doente. One-way ANOVA com teste de Tukey'’s para
comparagoes mdltiplas. **, p< 0.01.

De salientar que dado que a obtencao de amostras de tecidos pulmonar é um procedimento altamente

invasivo, apenas 0s casos em que nao € possivel chegar a um diagndstico de confianca por outros
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métodos complementares de diagndstico sequem para bidpsia pulmonar. Por esse motivo, o ndmero
reduzido de amostras limita o nosso estudo. No entanto, procuramos aumentar esta amostragem num
futuro préximo.

Curiosamente, apesar de ser possivel observar um aumento acentuado da expressao de MUC5B no
interior dos macréfagos, essas células nao sao produtoras desta proteina. Levantando aqui a hipétese de
que os macrofagos tecidulares poderao estar aincorpord-la durante o processo de clearance. Para melhor
compreender afungao destas células neste processo, voltamos a analisar os dados de distribuicao celular
nos lavados broncoalveolares e estratificamos os pacientes com FPI (Fig. 13A) e PH fibrética (Fig. 13B) de
acordo com o seu gendtipo (GG, GT e TT), representados numa escala de azul, do mais claro (GG) ao mais
escuro (TT). Em concordancia com um possivel papel relevante dos macréfagos na fisiopatologia destas
doencas, estes sao a Unica populagao celular alterada em ambas as patologias, na presenca do alelo T.
Este aumento da frequéncia dos macrdéfagos pode associar-se a sua funcao importante na promogao de
um ambiente pro-fibrético, contribuindo para a manutencao do processo fibrético e consequente
progressao da doenca. A associacao do aumento da frequéncia dos macréfagos no lavado broncoalveolar
dos pacientes com PH fibrdtica portadores do alelo T, juntamente com o aumento da expressao da
mucina5B no ambiente pulmonar, nomeadamente no citoplasma dos macrdéfagos carece mais explicacao,
nomeadamente para se tentar compreender se estes dados poderao correlacionar com a progressao e
progndstico da doenca, ajudando assim a estratificar precocemente os doentes, dirigindo a terapia — anti-

inflamatdria versus anti-fibrética - para o que for mais vantajoso para cada paciente.
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Figura 13. Individuos portadores de alelo T possuem um aumento da frequéncia de macréfagos no lavado broncoalveolar
(LBA). Fluido recolhido por aspiracdo apds instilacao de soro salino estéril, isotdnico e pré aquecido, nas vias respiratdrias €,
posteriormente, usado para realizar contagens celulares de populacdes imunes através de citospin. Distribuicdo celular em
pacientes com fibrose pulmonar idiopédtica (FPI) (A) e pneumonite de hipersensibilidade (PH) fibrética (B). Cada ponto corresponde
a um doente estando os diferentes gendtipos representados numa escala de azul, do mais claro (GG) ao mais escuro (TT). Two-
way ANOVA com teste de Tukey’s para comparacoes multiplas. *, p<0.05 e**, p<0.01.
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4. Conclusao e perspetivas futuras

Os nossos dados mostram que a variante comum do gene MUC5B também representa uma variante de
risco para os doentes da nossa coorte, nao s6 com FPI, mas também com PH fibrética, a semelhanca do
descrito anteriormente para outras populacdes (59, 65).

A associacao do alelo T com o aumento da expressao da MUC5B no tecido pulmonar e aumento da
frequéncia dos macrdfagos no lavado broncoalveolar destes doentes pode indicar uma associacao do
alelo T com o progndstico/severidade da doenca, tal como ja descrito noutras populacdes (60). O papel
dos macrdéfagos surge aqui com particular relevancia e estamos neste momento a explorar uma eventual
atividade aumentada destas células, por exemplo, no processo de clearance do ambiente pulmonar,
através de diferentes metodologias como microscopia eletrénica.

A associacao da MUCSB a etiologia da pneumonite de hipersensibilidade fibrética pode abrir caminho para
novos estudos na compreensao dos mecanismos bdsicos envolvidos na patogénese desta patologia e
eventualmente de outras que apresentem um fenétipo fibrosante progressivo.

A extensa coorte de doentes a que temos acesso permite-nos aprofundar a caracterizacao desta
patologia e, no futuro, estender as restantes patologias com fenétipo fibrosante progressivo de forma a
descadificar vias fibroproliferativas comuns e potenciais biomarcadores e/ou scores de risco que nos
ajudem a, precocemente, distinguir um paciente com eventual capacidade de progressao e ajustar o

seguimento e tratamento em fun¢do dessa estratificacao.
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with pulmonary fibrosis in IPF and fibrotic
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share fibroproliferative common pathways;

» MUCSB protein levels are increased in the
pulmonary tissue of fibrotic HP patients.
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